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葡萄 籽 原 花 青 素 对 奶牛 瘤胃 体外 发 酵 参 数 及 微生物 区 系 的 影响 


张 WE WO 琪 KE See OR FR ASA 


(1. 北京 农学 院 动 物 科 技术 学 院 ， 奶 牛 营 养 学 北京 市 重点 实验 室 ， 北 京 102206; 2. 中 国 农 


的 影响 。 


mo WE) 


试验 分 为 6 组 ， 


定 瘤胃 


业 科 学 院 北 京 畜 牧 兽 医 研 究 所 ， 北 京 100193) 
摘 ， 要 :本 试验 旨 在 通过 体外 培养 法 研究 葡萄 籽 原 花 青 素 对 奶牛 瘤胃 发 酵 参 数 及 微生物 区 系 


以 500 g 精 粗 比 为 40 : 60 的 全 混合 日 粮 为 发 酵 底 物 ， 各 组 分 别 添 


0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 g/kg 的 葡萄 籽 原 花 青 素 。 体 外 发 酵 24h 后 ， 读 取 产 
发 酵 参数 和 微生物 含量 。 结 果 表 明 ， 与 对 照 组 相 比 : 1) 添加 0.4 和 0.5 g/kg 


的 葡萄 籽 原 花 青 素 显 著 降 低 了 发 酵 液 丁 酸 和 异 戊 酸 的 含量 CP<0.05) ， 而 添加 0.2 g/kg 的 葡 


AKT RAE 


青 素 显著 提高 


青 素 均 显 下 


酵 产 气量 的 作 月 
4) 葡萄 籽 原 花 青 素 能 显 


CP<0.05 


著 提 


) ; 


甲烷 菌 〈0.1 


A, FH 0.3 g/kg 组 效果 显著 (P<0.05) ， 而 0.2 g/kg 组 显著 降低 了 甲烷 产量 


了 发 酵 液 异 丁 酸 的 含量 (P<0.05) ; 2) 添加 不 同 水 平 的 葡萄 籽 原 花 


高 了 发 酵 液 pH (CP<0.05) ; 3) 添加 不 同 水 平 的 葡萄 籽 原 花 青 素 有 减少 体外 发 


著 降 低 了 发 酵 液 中 的 原虫 (0.2、0.3、0.4、0.5 g/kg 组 )、 


、0.2、0.4、0.5 g/kg ZH) 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 (0.2、0.3、0.4、0.5 g/kg 组 ) 和 产 


琥珀 酸 丝 状 杆菌 含量 (0.1、0.3、0.4、0.5 g/kg 组 ) (P<0.05) 。 由 此 可 见 ， 在 奶牛 瘤 骨 体 


外 发 酵 液 中 添加 葡萄 籽 原 花 青 素 改善 了 瘤胃 发 酵 模式 , 显著 影响 了 瘤胃 微生物 区 系 , 显著 降 


低 了 甲烷 


产量 


st 


E. 


里 ， 


0.2 g/kg 的 添加 水 平 较为 适宜 。 


关键 词 : 


GE 


UE A IA; JA 
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内 外 均 有 


7) 7) LAE, 


报道 


表 素 是 葡萄 果实 中 含有 的 酚 类 物质 ， 其 籽 中 含量 较 多 031。 它 具有 抗 氧 化 35、 
清除 自由 基 中 、 抗 辐射 和 抗 应 激 9 等 生物 学 作用 。 其 在 反刍 动物 及 猪 饲养 中 的 添加 试验 国 
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REg, 


ALEA a 
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H 
奶牛 瘤 


JIE 


EX, RMF, ARIE 
效益 均 没有 不 良 影响 ， 且 有 利于 


4] 


究 。 


而 对 奶牛 冶 


， 通 过 添加 植物 皂苷 类 物质 来 改善 家 


骨 发 酵 及 微生物 区 系 影响 的 系统 在 


畜生 产 性 


当 比 例 的 


日 产 
等 


代 


比例 的 萌 攻 干草 饲 喂奶 4 


F 提 高 了 奶牛 的 产 奶 量 


a ZAR, Æ 


ChinaXiv (ERAT 


能 有 着 广阔 的 应 用 前 景 , 尤其 在 调控 


0 研究 发 现 ， 饲 喂 成 年 羊 和 葡萄 酒 ， 羊 生产 性 能 和 饲料 转化 效率 均 有 显著 


究 表 明 ， 添 加 和 葡萄酒 能 够 提高 
降低 丁 酸 和 乙酸 / 丙 酸 对 瘤 
葡萄 籽 对 成 年 小 


ERIM, al df RTE 


He AL 
Hus, 


究 报道 


胃液 pH 的 影响 。 


抗 氧化 能 力 中 1、 


em aer A 
ERF 


繁殖 性 能 


T 
综 


牛 瘤胃 发 酵 参 数 及 微生物 区 系 的 影响 ,为 葡 


。 因 此 , 本 试验 


绵羊 的 氮 表 观 消 化 率 和 留存 率 ， 能 提高 


葡萄 籽 粕 饲 喂奶 牛 n0， 对 产 奶 性 能 、 
F 乳 脂 率 和 生产 效益 的 改善 。Gessner 等 


乳 


发 酵 等 方面 ， 成 为 当今 研究 的 热点 0921。 吴 建 敏 等 外 研 究 报道 ， 用 葡萄 漆 代 蔡 部 分 


Oo O 
HH HH 


FA 


和 


1 用 葡萄 籽 粕 从 
能 降低 体 细胞 数 。 孙 占 鹏 等 
改善 。 赵 栋 等 上 9] 研 
绵羊 瘤胃 液 到 酸 含量 、 


au 


李 会 菊 等 鸣 在 饲 粮 中 添加 不 同 水 平 的 和 葡萄酒 和 


均 日 增 重 、 粗 和 蛋白质 和 能 量 的 表 观 消 


青 素 还 对 断奶 仔猪 的 生产 性 
1 等 方面 均 有 改善 。 
合 来 看 , 目前 关于 葡萄 籽 原 花 青 素 调控 奶牛 体外 发 酵 模式 的 报道 较 
瘤胃 发 酵 参 数 及 微生物 区 系 的 影响 


则 在 通 


于 生产 实践 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 
试验 材料 


1.1 


、 肠 道 消 


化 率 效 果 尤 为 显著 。 
化 酶 活性 [9、 


尤其 是 对 奶牛 


同时 , 大 
免疫 


前 过 体外 法 研究 葡萄 籽 原 花 青 素 对 奶 


萄 籽 原 花 青 素 作为 调控 奶牛 瘤 


胃 发 酵 添 加 剂 应 用 


发 酵 底 物 : 北京 某 奶牛 养殖 场 精 粗 比 为 40 : 60 的 全 混合 饲 粮 “TMR)， 干 物质 (DM) 


含量 为 54.80%6， 


烘 干 粉碎 过 40 


缓冲 液 : 


粗 蛋 白质 CCP) 含量 为 15.68%， 


H i 


试验 所 用 缓冲 液 按照 Menke 等 


fis SLAM RE FEA WI 


于 39 CC 水 浴 中 保存 备用 。 


197 的 方法 配制 而 成 ， 配 币 


中 性 洗涤 


葡萄 籽 原 花 青 素 : 购 自 天 津 市 尖峰 天 然 产物 研究 开发 有 限 公司 , 含 花 青 素 单 


二 聚 体 20.4%，, 三 聚 体 15.2%,， 四 聚 体 14.1%, 低 聚 体 (5~13 个 单 


表 1 发 酵 底 物 组 成 及 营养 水 平 ( 干 物质 基础 ) 


j 后 持续 通 


条 纤维 (NDF) 含量 为 39.80%， 经 


聚 体 18.4%， 


位 ) 28.5%, 酚醛 类 物质 4.3%。 


HA. CO; 并 


50 Table 1 Composition and nutrient levels of the fermentation substrate (DM basis) % 


项 目 Items 含量 Content 
原料 Ingredients 
首 蒂 干草 Alfalfa hay 13.24 
羊 草 Leymus chinensis 11.20 
玉米 Corn 13.27 
全 棉籽 Whole cottonseed 2.80 
青贮 玉米 Corn silage 34.57 
酒糟 及 其 可 溶 物 DDGS 2.99 
蒸汽 压 片 玉米 Steam-flaked corn 6.16 
_ 豆粕 Soybean meal 9.53 
Ca 棉籽 粕 Cottonseed meal 3.87 
~N 预 混 料 Premix” 1.96 
食盐 NaCl 0.41 
合计 Total 100.00 
营养 水 平 Nutrient levels” 
产 奶 净 能 NEL/(MI/kg) 7.26 
粗 脂 肪 EE 3.04 
粗 蛋 白质 CP 15.68 
中 性 洗涤 纤维 NDF 39.80 
.= 酸性 洗涤 纤维 ADF 23.26 
T 钙 Ca 0.90 
BE P 0.41 
51 P 预 混 料 为 每 千克 底 物 提供 The premix provided following per kg of the substrate: Cu 800 mg, Mn 1 200 


52 mg,Zn 3 300 mg,Se 30 mg,Co 20 mg,Fe 1 400 mg,I 70 mg, VA 1 100 000 IU, VD 330 000 IU, VE 3 000 IU. 


53 2” 产 奶 净 能 为 计算 值 ， 产 奶 净 能 =0.550 1x 消 化 能 -0.094 6204， 其 他 营养 水 平 为 实测 值 。NEr was a 
54 calculated value, NE:=0.550 1xDE-0.094 6P0, while other nutrient levels were measured values. 
55 瘤胃 液 : 选用 4 头 健康 荷 斯 坦 瘘管 奶牛 ， 其 饲 粮 精 粗 比 为 40:60〈 羊 草 700 g/kg 和 精 料 


56 ”补充 料 300 g/kg) ， 晨 饲 前 取 瘤 胃 内 容 物 ， 混 合 后 在 39 "水 浴 环 境 中 经 4 层 纱布 过 滤 ， 装 


aE 
H 


57 ”于 保温 瓶 迅 速 带 回 实验 室 ， 操 作 应 在 尽量 短 的 时 间 内 完成 21。 


58 ”1.2 ”试验 设计 


201812.00171v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


本 试验 采用 单 因 素 6 水 平 试 验 设 计 ， 将 500 mg 发 酵 底 物 置 于 150 mL RARE, 


各 组 W EAT 原 花 青 七 月 素 的 添加 量 


分 别 为 0 (对 照 ) 、0.1、0.2、0.3、0.4、0.5 g/kg， 每 组 6 个 


重复 。 接 种 时 迅速 将 每 个 瓶 中 加 入 预 热 的 缓冲 液 50 mL 和 经 4 层 纱 布 过滤 的 新 鲜 瘤 骨 液 25 
s 后 ,立即 加 上 瓶 塞 ， 并 将 每 个 发 酵 瓶 与 产 气 装 置 的 每 个 传感器 


mL,， 问 瓶 中 持续 通 入 CO: 5 


IREI, F 39 "C 下 连续 培养 24 hp， 试验 重复 3 次 。 


1.3 ”样品 采集 和 测定 分 析 


1.3.1 发 酵 液 样品 采集 与 处 理 
待 培养 管 在 体外 培养 24 h 后 ， 


发 酵 液 取出 ， 放 入 至 已 知 质 


Xg 离心 10 min, WEMA 


> dS Al (NH3-N)、 微 生物 蛋 


含量 的 测定 ， 具 体操 作 按照 


1.3.2 产 气 量 和 甲烷 产量 


使 用 沈 英 等 2 研制 的 AGRS-II 微 生物 发 酵 微 量 


严 淑 红 等 的 的 方法 。 


将 培养 管 取出 放 入 冰 水 浴 中 使 发 酵 停止 。 将 培养 管 中 的 
量 的 50 mL 塑料 离心 管 ， 立即 测定 发 酵 液 的 pH。 发 酵 液 在 5 000 


H (MCP) 和 挥发 性 脂肪 酸 CVFA) 


EPA A ic DME 24h 产 气量 。 收 集 


发 酵 24h 后 的 气体 ， 使 用 安捷伦 7890B 型 号 气相 色谱 仪 测定 甲烷 产量 ， 色 谱 仪 条 件 为 : TCD 


检测 器 ， 载 气 为 氧气 ， 流 量 28 mL/min, PorapakQ 填充 柱 ， 检 测 器 温度 100 °C, PERRO 


度 150 C, 4 38 'C， 进 样 量 1 mL. 


1.3.2 ”总 DNA 提 取 和 细菌 相对 定量 


= 


引物 参照 文献 [23] 的 报道 ， 引 物 序列 见 表 2。 引 物 由 生 -了 


过 珠 磨 -十 六 人 烷 基 三 甲 基 溴 化 铵 (CTAB) 法 提取 发 酵 液 总 DNAP5。 实 时 定量 PCR 的 


[生物 工程 (上海 ) 股份 有 限 公司 合 


成 。 参 照 SYBR Premix Ex TaqIM 试 剂 建立 20 pL RIV AAR RMAC, BES PE 3 TS 


根据 qRT-PCR 测 得 的 阔 值 循环 (CD 和 以 下 公式 将 目标 菌 含量 表示 为 相对 于 瘤胃 总 菌 16S 


IDNA 的 百分比 : 


会 量 (%)=100x2-Cr FE cras] 


表 2 实时 定量 PCR 引物 序列 


86 Table 2 Sequences of primers for (RT-PCR 


项 目 Items 序列 Sequences(5' -3' ) 


总 菌 Total bacteria F: CGGCAACGAGCGCAACCC 
R: CCATTGTAGCACGTGTGTAGCC 
kimi Methanogen F: TTCGGTGGATCDCARAGRGC 
R: GBARGTCGWAWCCGTAGAATCC 
fa Fungi F: GAGGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTC 
R: CAAATTCACAAAGGGTAGGATGATT 
原虫 Protozoa : GCTTTCGWTGGTAGTGTATT 
: CTTGCCCTCYAATCGTWCT 


产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 -Fibrobacter 


: GITCGGAATTACTGGGCGTAAA 


succinogenes : CGCCTGCCCCTGAACTATC 


$ E B ER | ”Ruminococcus CGAACGGAGATAATTTGAGTTTACTTAGG 


内 7 WF TF WP 辣 


flavefaciens : CGGTCTCTGTATGTTATGAGGTATTACC 


溶 纤 维 丁 酸 弧 菌 ”Butyrivibrio TAACATGAGTTTGATCCTGGCTC 


fibrisolvens : CGTTACTCACCCGTCCGC 


色 瘤 胃 球 菌 ”Ruminococcus : GTTTTAGGATTGTAAACCTCTGTCTT 


yam w H 


albus : CCTAATATCTACGCATTTCACCGC 


87 ”1.4 数据 统计 与 分 析 


上 


88 数据 用 SPSS 17.0 软 件 中 的 one-way ANOVE 程 序 进 行 单 因素 方差 分 析 ， 采 用 Duncan 氏 法 


89 ”进行 平均 值 的 多 重 比较 。 显 著 性 


评判 标准 为 P<0.05。 


90 2 结 R 


91 ”2.1 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 瘤 骨 发 酵 参 数 的 影响 
92 如 表 3 所 示 ， 与 对 照 组 相 比 ， 添 加 不 同 水 平 的 葡萄 籽 原 花 青 素 均 显著 提高 了 发 酵 液 pH 


93 (P<0.05) ， 其 中 以 0.3 g/kg 组 的 值 最 高 (pH=6.3) (P<0.05) 。 发 酵 液 氨 态 氮 含量 的 变化 


94 ”范围 为 37.29~47.43 mg/dL, 0.2 g/kg 组 的 值 最 低 ， 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.05) ，0.4 g/kg 组 


95 ”的 值 最 高 ， 显 著 高 于 对 照 组 (P<0.05) 。 与 对 照 组 相 比 ，0.2 g/kg 组 显著 降低 了 甲烷 产量 


96 (P<0.05) ; 0.3 g/kg 组 显著 降低 了 产 气 量 (P<0.05) 。 各 组 发 酵 液 微 生物 蛋白 含量 没有 显 


97 ” 著 差 异 CP>0.05) 。 


98 表 3 和 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 瘤 骨 发 酵 参 数 的 影响 


99 Table3 Effects of grape seed procyanidine on rumen fermentation parameters of fermentation fluid 


2 


项 目 葡萄 籽 原 花 青 素 添加 水 平 Grape seed procyanidine supplemental 标准 误 。 线性 P 值 


Items levels(g/kg) SEM Linear P-value 
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

pH 6.22° 6.28? 6.298 6.318 6.297 6.28? 0.01 <0.01 <0.01 
AAZ NH3-N/(mg/dL) 39.70° 41.40% 37.29° 41.60% 47.43? 44.60 2.92 0.88 <0.05 
微生物 蛋白 MCP/(mg/mL) 1.61 1.43 1.30 1.41 1.43 1.32 0.08 0.85 0.05 
甲烷 产量 CHa production/% 22.40* 21.10% 19.00° 20.70% 20.70” 21.30% 0.27 <0.01 <0.01 
产 气量 Gas production/mL 78.10? 77.10% == 70.90% 64.66> 73.47" 74.46” 2.51 <0.01 <0.01 

100 同行 数据 肩 标 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 (P<0.05) ， 相 同 或 无 字母 肩 标 表示 差异 不 显著 (P>0.05) 。 

101 下 表 同 。 

102 Values in the same row with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.01), while 

103 with the same or no letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). The same as below. 


D 


104 22 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 挥发 性 脂肪 酸 含量 的 影响 
105 如 表 4 所 示 , 与 对 照 组 相 比 , 添加 不 同 水 平 的 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 总 挥发 性 脂肪 酸 、 


于 


106 ”乙酸 、 丙 酸 、 戊 酸 含量 及 乙酸 /内 酸 均 无 显著 影响 CP>0.05) 。 添 加 0.4 和 0.5 g/kg 的 和 葡萄 籽 


107 原 花 青 素 显 著 降低 了 发 酵 液 丁 酸 和 异 成 酸 的 含量 CPK<0.05) 。 添 加 0.2 g/kg 的 葡萄 籽 原 花 青 
了 


108 ” 素 显 著 提 高 了 发 酵 液 异 丁 酸 含量 (P<0.05) 。 


109 表 4 和 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 挥发 性 脂肪 酸 含量 的 影响 

110 Table4 Effects of grape seed procyanidine on volatile fatty acid contents of fermentation fluid 
项 目 葡萄 籽 原 花 青 素 添 加 水 平 Grape seed procyanidine 标准 误 线性 P iË 
Items supplemental levels(g/kg) SEM Linear P-value 

0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

总 挥发 性 脂肪 酸 TVFA/(mmol/L) 94.10 101.60 104.30 98.00 103.70 92.00 5.27 0.54 0.50 
乙酸 Acetic acid/% 60.80 61.80 61.70 61.90 61.90 62.50 0.42 0.09 0.18 
丙 酸 Propionic acid/% 19.40 21.70 19.80 19.80 19.80 20.18 0.79 0.87 0.40 
乙酸 / 丙 酸 Acetic acid/propionic acid 3.12 2.92 3.11 3.11 3.12 3.09 0.08 0.39 0.49 
‘TR Butyric acid/% 18.70? = 18.40% 18.10% 18.10% 17.90° 17.90° 0.14 <0.01 <0.01 
Ft | HZ Isobutyrate/% 1.03° 1.09% 1.10° 1.06% 1.04% 1.07” 0.01 0.14 <0.05 
RER Valerate acid/% 1.90 1.97 1.85 1.76 1.74 1.83 0.07 0.15 0.34 


IRER Isovalerate/% 2.55? 2.58" 2.53%e 2.51% 2.48° 2.45° 0.01 0.03 <0.01 


, 


线性 


Linear 


0.34 
0.10 
0.82 


0.53 


0.26 


0.03 


0.07 


111 2.3 和 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 微生物 含量 的 影响 
112 如 表 5 所 示 ， 与 对 照 组 相 比 ，0.2、0.3、0.4、0.5 g/kg 组 显著 降低 了 发 酵 液 原虫 、 溶 纤维 
113 ” 丁 酸 弧 菌 含 量 CP<0.05) ，0.1、0.2、0.4、0.5 g/kg 组 显著 降低 了 发 酵 液 甲烷 菌 含量 (CP<0.05 ) 
114 0.3, 0.4, 0.5 g/kg 组 显著 提高 了 发 酵 液 真菌 含量 (P<0.05) ，0.1、0.3、0.4、0.5 g/kg 组 显 
115 ，” 著 降低 了 发 酵 液 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 含量 CP<0.05) 。 各 组 发 酵 液 黄色 瘤胃 球菌 和 白色 瘤胃 球菌 
116 ”的 含量 没有 显著 差异 CP>0.05) 。 
117 表 5 和 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 微生物 含量 的 影响 
118 Table5 Effects of grape seed procyanidine on microorganism contents of fermentation fluid 
项 葡萄 闻 原 花 青 素 添加 水 平 Grape seed procyanidine 标准 误 

A supplemental levels(g/kg) 3EM 

= 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 

ih Protozoa/% 3.758 3.64 235° 2.37% 2.40% 2.74 0.36 

3 完 菌 Methanogens/x10-2% 2.184 1.51% 1.47% 1.91% 1.57% 1,162 0.42 

Oka Fungi/x102% 1.814 1.944 2,224 25b" = 2.79% 3293 0.38 

Ook ete T REITA Butyrivibrio 2.09° 1.48% 1.16% 1.00% 0.89 0.81° 0.45 

C Fbrisolvens/% 

产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 Fibrobacter 1.75° 1.57% 1.49% 132% 1,23% 1,098 0.31 

Ssuecinogenes!% 

en ARE] Ruminococcus 11.11 10.50 10.70 10.99 11.65 11.00 0.65 

l a 103% 

P81 ERE Ruminococcus albus/% 0.54 0.53 0.55 0.51 0.52 0.53 0.07 
19 3 Ww 论 
120 2 31 和 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 瘤胃 发 酵 参数 的 影响 
121 氨 态 氮 是 反刍 动物 瘤 骨 消化 代谢 的 重要 产物 , 同时 也 是 大 部 分 微生物 合成 菌 体 蛋白 的 原 
122 $h 其 含量 直接 反映 了 瘤胃 内 环境 的 发 酵 情况 。 在 本 试验 中 ,适量 添加 葡 菊 籽 原 花 青 素 能 够 
123 ”显著 降低 发 酵 液 氨 态 氮 的 含量 。 据 报道 , 瘤胃 液 氨 态 氮 含量 如 果 过 高 ， 则 会 经 瘤胃 吸收 进入 
124 ”血液 ， 加 重 机 体 对 毛 的 代谢 负担 BI， 不 仅 造 成 氮 源 的 浪费 ， 动 物 还 易 发 生 氨 中 毒 。 在 本 试 
125 ” 验 中 ， 和 葡萄 籽 原 花 青 素 添加 水 平 为 0.2 g/kg 时 ， 显 著 降低 了 发 酵 液 氨 态 氮 的 含量 。 若 含 氮 物 
126 ” 质 供应 不 足 ， 则 微生物 生长 受阻 ,动物 的 生产 性 能 降低 ; 而 此 时 ， 微 生物 蛋白 的 含量 也 达到 


P 值 


P-value 


<0.01 


<0.01 


<0.01 


<0.01 


<0.01 


0.09 


0.64 
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最 低 值 。 氨 态 氮 含量 与 微生物 和 蛋白 含量 密切 相关 P99。 米 热 古 丽 。 伊 马 木 等 PJ 报道 ， 通 过 体 


外 培养 法 ， 添 加 葡萄 将 精油 可 降低 发 酵 液 氮 态 氮 含 量 。 李 ; 


! 等 BO 研究 发 现 ， 饲 喂 葡萄 酒 可 


显著 减低 其 羊 的 瘤 骨 液 氨 态 氨 含 量 。 李 成 云 等 B133 的 研究 发 现 , 在 体外 试验 中 添加 富 含 缩合 


单 宁 的 物质 能 够 降低 发 酵 液 中 的 微生物 蛋白 含量 。Wang 等 B3] 研 究 表明 ， 在 反刍 动物 饲 粮 中 


fin 


添加 富 含 缩合 单 宁 物质 能 够 显著 降低 瘤胃 中 蛋白 质 的 降解 。 潘 发 明 等 的 研究 表明 ， 饲 粮 中 


的 单 宁 含量 越 高 越 则 对 微生物 蛋白 的 抑制 作用 就 越 明 显 。 有 研究 报道 ， 体 外 发 酵 液 NH3-N 
EEP 


气量 存在 高 度 正 相关 (x>0.99) B53， 与 本 试验 的 看 


会 


FRR BL USA AACE A 


BIE SOE RTI S RRA AN oe, TID ee BA A EA. MB a we BOL 


究 发 现 ， 单 宁 含 量 与 产 气量 呈 负 相关 。 李 晓 鹏 B7 在 缩合 单 宁 对 体外 瘤 骨 发 酵 影 响 的 研究 中 


最 终 影响 瘤 由 发 酵 ， 导 致 产 气量 降低 。 
3.2 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 挥发 性 脂肪 酸 含量 的 影响 


得 出 , 单 宁 破 坏 了 瘤 骨 中 部 分 细菌 的 膜 , 使 细菌 不 能 正常 繁殖 , 同时 阻止 了 酶 与 底 物 的 结合 ， 


在 反刍 动物 中 VFA 作为 能 量 的 主要 来 源 ， 其 含量 及 组 成 比例 直接 反映 了 瘤 骨 代谢 活动 


水 平 。 瘤 骨 发 酵 过 程 中 所 产生 的 VFA， 主 要 以 乙酸 、 丙 酸 、 


右 ， 同 时 ， 发 酵 产 生 VFA 的 过 程 中 有 能 量 释放 生成 ATP， 可 被 微 生 4 
蛋白 的 合成 B9。 本 试验 中 ， 发 酵 液 TVFA 以 及 乙酸 / 丙 酸 在 各 组 间 没 有 显著 差异 ， 但 是 随 着 
制作 用 ， 这 与 吕 忠 雷 B、 米 热 


葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 


ig 


7a ed FF RE ACE SI, T PRE Rk 
TAN = FASO, ROSIN FEAR Bl ASE ACH 
异 丁 酸 含量 也 有 显著 的 影响 。 本 试验 中 ， 发 酵 液 pH 在 6.22 一 6.31， 均 在 正常 范围 内 B3， 对 


占 TVFA 的 95% 左 


匆 作 为 能 源 用 于 微生物 


瘤 骨 微生物 的 生长 无 不 良 影响 。 该 研究 结果 与 李 晓 鹏 B73 和 李 成 云 55 的 研究 结果 相似 ， 在 体 
外 发 酵 试 验 中 ， 添 加 富 含 缩合 单 宁 物质 能 够 提高 发 酵 液 pH。 由 此 可 见 ， 葡 萄 籽 原 花 青 素 可 


改变 体外 瘤 骨 发 酵 模 式 。 
3.3 葡萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 微生物 含量 的 影响 


本 试验 中 ,和 葡萄 籽 原 花 青 素 显 著 降低 了 发 酵 液 原虫 及 甲烷 菌 的 


。 据 报道 ， 原 虫 在 瘤 


骨 中 主要 以 细菌 、 真 菌 等 为 主要 捕食 对 象 ， 其 代谢 过 程 中 会 产生 大 量 的 甲烷 ,与 甲烷 菌 存 在 


< 生 关系 0。 因 此 ， 有 文献 报道 指出 可 以 通过 驱除 原虫 来 减少 甲烷 菌 ， 进 而 降低 甲烷 的 排 


放量 品 。 王 慧玲 中 在 体外 试验 中 添加 单 宁 酸 及 Anantasook 等 由 ] 在 饲 粮 添加 缩合 单 宁 均 发 现 
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175 


176 


177 


178 


179 


180 


a= 


显著 降低 了 瘤 骨 内 的 原虫 的 数量 ， 


ChinaXiv 合 


与 本 试验 结果 一 致 , 可 能 是 因为 破坏 了 茶 种 原虫 的 生活 环 


境 或 者 是 直接 作用 于 原虫 , 从 而 导致 原虫 数量 的 降低 。 据 报道 , 原虫 为 甲烷 菌 提供 生长 物质 ， 


H 


烷 菌 的 直接 作用 结果 ， 因 此 减少 甲烷 菌 对 了 
在 反刍 动物 瘤 骨 微 生物 降解 纤维 素 的 作用 


而 甲烷 菌 义 含有 与 甲烷 
降低 了 发 酵 液 甲烷 菌 的 含量 ， 这 与 赵 向 多 的 看 


外 研究 表明 ， 瘤 骨 内 的 真菌 对 纤维 素 的 降解 具有 促 ; 


验 中 添加 单 宁 酸 能 够 显著 增加 瘤胃 


籽 原 花 青 素 能 够 显著 提高 发 酵 液 真 
性 较 高 ， 但 是 真菌 的 繁殖 速度 较 


RIE AEM RASE HEA A ERE 
= RPA PER, TURAN Be 


成 相关 的 加 


上 酶 史 。 本 试验 结果 表明 ， 添 加 葡萄 籽 原 花 青 素 后 显著 


菌 的 含量 


we, TULA 


及 产 琥珀 酸 丝 状 杆 
和 蛋白质 的 降解 具有 重要 作用 。 因 其 具有 和 蛋 


FAR Bl. JA A P R 


X 


烷 减 排 具有 重要 作用 。 
占 


! 真 菌 和 细菌 


HE a ESAs, JA S 


烷 的 产生 大 部 分 是 甲 


主要 地 位 。Wood 等 (9 通过 体 
作用 。 喜 英 良 史 0] 研究 发 现 ， 在 体外 试 
内 真菌 的 数量 。 这 与 本 试验 研究 
o 研究 发 现 , 瘤胃 真菌 分 泌 的 纤维 素 分 解 酶 的 活 


结果 相似 , 通过 添加 葡萄 


bal ES LT AT AE 


Palo VA ZT AE J RIE ce — PR AE 


白质 降解 酶 的 活性 ， 当 饲 


粮 中 含有 抗 性 蛋白 质 则 酶 的 活性 则 被 抑制 。 本 试验 结果 表明 , 葡萄 籽 原 花 青 素 显 昔 降 低 了 溶 


ZF HET aM a Be, GTR FEZ AR BL, A Ree HA 


宁 是 一 种 植物 性 的 抗 性 


已 
已 


白质 ,同时 也 可 外 


合 物 ， 最 终 导 致 溶 纤维 ] 


FRIK 


产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 为 一 
Fo 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 降解 能 力 较 3 


PH 


! 革 兰 氏 阴 性 


AB] ， 


葡萄 籽 原 花 青 素 里 的 缩合 单 
是 因为 缩合 单 宁 与 饲 粮 中 的 蛋白 质 结合 形成 了 复 
的 含量 降低 。 


其 纤维 素 分 解 活性 较 高 的 。 在 纯 培养 的 条 件 


， 如 能 降解 结构 性 坚韧 物质 ， 还 能 降解 部 分 黄色 瘤胃 球 
菌 不 能 降解 的 纤维 素 ， 且 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 对 抗生素 具有 很 强 的 耐 受 能 力 四 。 本 试验 中 ， 
葡萄 籽 原 花 青 素 显 著 降 低 了 发 酵 液 产 琥珀 酸 丝 状 杆菌 的 含量 。 


王 川 569 报道 缩合 单 宁 对 产 琥 


珀 酸 丝 状 杆菌 的 细胞 内 源 酶 和 外 源 酶 均 上 共有 强烈 的 抑制 作用 ,所 以 减少 了 产 正 珀 酸 丝 状 杆菌 


的 数量 ， 与 本 试验 的 有 


RRM 


J Soh YO A A DIR A RK 


要 作用 。 黄色 瘤胃 球菌 与 白色 瘤胃 球菌 


主要 有 黄色 瘤胃 球菌 和 白色 瘤胃 球 茵 


生 多 种 细菌 素 ， 并 且 所 产生 的 这 些 引 
等 5 研究 发 现 ， 饲 粮 中 添加 单 宁可 显著 降低 山羊 瘤 骨 液 白色 瘤胃 球 


之 间 既 有 协同 作用 也 有 


然而 , 本 试验 添加 葡萄 籽 原 花 对 发 酵 液 黄色 瘤胃 球菌 和 白色 瘤胃 球 世 


,在 纤维 素 分 解 中 起 主 
H, 白色 瘤 骨 球菌 可 产 


hp 制作 上 月 


英 素 对 黄色 瘤 骨 球菌 的 生长 具有 抑制 作用 中 。 李 大 虎 


菌 和 黄色 瘤 骨 球菌 含量 。 
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籽 原 
过 0. 


挥发 


由 于 体内 复杂 的 瘤胃 内 环境 与 体外 试验 条 件 的 差异 所 致 。 


O 葡萄 籽 原 花 青 素 可 提高 发 酵 液 pH, 但 均 在 正常 生理 范围 之 内 ; 适宜 添加 水 平 的 葡萄 
花 青 素 可 降低 发 酵 液 NH,-N 含量 、 提 高 发 醇 液 异 丁 酸 含量 、 降 低产 气量 和 甲烷 产量 ， 超 


2 g/kg 时 会 促进 NH-N 的 释放 及 抑制 丁 酸 和 异 戊 酸 生 成 ， 葡 萄 籽 原 花 青 素 对 发 酵 液 总 


性 脂肪 酸 、 乙 酸 、 丙 酸 、 戊 酸 含量 及 乙酸 / 丙 酸 均 无 显著 影响 。 


D 葡萄 籽 原 花 青 素 可 降低 发 酵 液 中 原虫 、 甲 烷 菌 、 溶 纤维 丁 酸 弧 菌 和 产 琥珀 酸 丝 状 杆 
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Effects of Grape Seed Procyanidine on Rumen Fermentation Parameters and Microflora of Dairy 
Cows in Vitro 
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(1. Key Laboratory for Dairy Cow Nutrition, College of Animal Science and Technology, Beijing 
University of Agriculture, Beijing 102206, China; 2. Institute of Animal Science and Veterinary, 
Chinese Academy of Agricultural Science, Beijing 100193, China) 
Abstract: The objective of this trial was to explore the effects of grape seed procyanidin on rumen 
fermentation parameters and microflora of dairy cows by in vitro culture method. The trial was 


divided into 6 groups. Total mixed ration with concentrate to forage ratio at 40 :60 was used as the 
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fermentation substrate. Grape seed procyanidin was added at levels of 0, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 
g/kg, respectively. After fermented for 24 h, gas production was recorded, and rumen fermentation 
parameters and microorganism contents were determined. The results showed that compared with 
control group: 1) the supplementation of 0.4 and 0.5 g/kg grape seed procyanidin significantly 
decreased the contents of butyric acid and isovalaric acid of fermentation fluid (P<0.05), however, 
the supplementation of 0.2 g/kg grape seed procyanidin significantly increased the content of 
isobutyric acid of fermentation fluid (P<0.05); 2) the supplementation of different levels of grape 
seed procyanidin significantly increased rumen fluid pH (P<0.05); 3) the supplementation of 
different levels of grape seed procyanidin could inhibit gas production, and the effect in 0.3 g/kg 
group was significant (P<0.05); 4) grape seed procyanidin could significantly reduce the contents 
of protozoa (0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 g/kg groups), methanogens (0.1, 0.2, 0.4 and 0.5 g/kg groups), 
butyrivibrio fibrisolvens (0.2, 0.3, 0.4 and 0.5 g/kg groups) and fibrobacter succunogene (0.1, 
0.3, 0.4 and 0.5 g/kg groups) of fermentation fluid (P<0.05). In summary, the supplementation of 
grape seed procyanidin improves rumen fermentation pattern, has a significant effect on rumen 
microflora, and significantly inhibits methane production; the optimal supplemental level is 0.2 
g/kg. 


Key words: grape seed procyanidin; dairy cow; rumen fluid; in vitro fermentation; microflora 


